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Descriziot^ 4 4 0 0 00 ^1 
della domanda di Brevetto per Invenzione Industriale dal titolo: 
"Test immunologico rapido per la diagnosl ed 11 monitoraggio dell'infezione 
tubercolare" 

a nome Istituto Nazlonate per le Malattle Infettive "Lazzaro Spallanzani" 
IRCCS di nazlonalita itallana 
con sede in Via Portuense 292 - 00149 Roma 

Inventori designati: GOLETTI Delia, VINCENTI Donatella, CARRARA 
Stefanla. GIRARDI Enrico, POCCIA Fabrizio. CASETTI Rita e 
AMICOSANTE Massimo 

Campo deH'invenzione 

La presente invenzione 6 relativa ad un test immunologico rapido per la 
diagnosi ed il monitoraggio dellMnfezione tubercolare. In particolare II test 
permette di individuals I'lnfezione nolle sue distlnte presentazioni di 
malattia tubercolare attiva, infezione tubercolare latente ed Infezione 
tubercolare recente. II test si basa suli'analisi dei linfociti T antigene- 
specifici producenti IFN-gamma in risposta a peptidi selezionati di proteine 
di Mycobacterium tuberculosis mediante tecnica ELISPOT, ELISA o 
FACS. secondo la disponibilita e le eslgenze dei laboratorio. 
Arte nota 

Ogni anno nel mondo cl sono circa 3 milioni di decessi conrelati con la 
tubercolosi (TB) e si stima che un terzo della popolazione mondiale sia 
infettata con il M. tuberculosis (1). La possibility di rilevare accuratamente 
e rapidamente I'infezione e cruciale per un controilo globale della malattia. 
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Attualmente. la diagnosi di TB attlva e, quindi, anche la successlva 
valutazione dell'efficacia della terapia anti-TB si basano sull'esame 
colturale per M. tuberculosis (sensibilita deir85%) con tempi di attesa per 
la risposta tra le 2-6 settimane. I test di biologia molecolare si sono 
dimostrati utili, ma solo nei campioni batterloscopici positivi (2) e sono 
accessibiii soltanto in laboratori altamente specialistlci. Quindi la TB 
rimane ancora un problema di sanita pubblica, con problemi diagnostici 
importanti dovuti ai lunghi tempi di attesa necessari per la diagnosi 
microbiologica e per il monltoragglo deU'efficacia della terapia antl- 
tubercolare. 

Pal punto di vista immunologico 6 state evidenziato die M. tuberculosis in 
vib^o evoca una forte risposta immunitaria cellulo-mediata con un'alta 
produzione di Interferone-gamma (IFN-gamma). La rilevazione delle 
cellule T secernenti questa citoctiina in risposta a questo batterio o a parti 
di esse 6 un modo per evidenzlare I'awenuta Infezione (3). 
Recenti studi sul genoma di M. tuberculosis hanno portato 
all'identificazione di una regione genomica, RD1, che 6 presente solo nei 
complesso del M. tuberculosis ma assente nei M. bows del BCG (Bacillus 
Calmette e Guerin). utilizzato per la vaccinazlone, e nella maggior parte 
del micobatteri amblentall (4). RD1 codlfica per Early Secretory Antigenic 
Target (ESAT)-6 e Culture Filtrate Protein (CFP)-10. Queste proteine, 
sintetizzate durante la fase attiva di replicazione del batterio, sono un 
target dominante per I'immunita cellulo-mediata in modelll animali (6, 7), in 
pazienti con IB (8. 9) ed in contatti (esposizione a M. tuberculosis) che 
svilupperanno la malattia entro 2 anni (10). Per questi motivi, la risposta 
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delle cellule mononucleate dl sangue periferico alle proteine ESAT-6 o 
CFP-10 (11-14) 6 stata con^elata alia diagnosi dl TB utllizzando I'ELISPOT 
per IFN-gamma. Questa tecnica permette di calcolare la frequenza delle 
cellule T producenti una determinata citochina (per esempio IFN-gamma) 
In risposta ad uno specifico stimolo antigenico (per esempio ESAT-6, 
CFP-10. PPD (Purified Protein Derivative), etc). La risposta all'intera 
pioteina di ESAT-6 o CFP-10 pennette di discriminare tra soggetti BCG 
vaccinati e soggetti con Infezione da M. tuberculosis. Infatti, solo i soggetti 
Che sono venuti in contatto con M. tuberculosis, siano essi BCG vaccinati 
o non vaccinati, presentano una risposta in vitro a queste proteine che 
sono assenti nel M. bovis del BCG. Tale risposta non permette tuttavia di 
discriminare tra soggetti con tubercolosi attiva rispetto a quelll con 
infezione latente. A tale scope, nei nostri laboratori e state condotto uno 
studio pilota (15) in cui 6 state messo a punto un test immunologico per la 
diagnosi di TB attiva valutando la produzione di IFN-gamma, mediante 
ELISPOT. La novita di questo test 6 nell'utilizzo di 2 peptidi multiepitopici 
di ESAT-6 da noi seiezionati mediante un'analisi computerizzata. La 
risposta in vitro a questi peptidi e risultata essere altamente specifica per 
la TB attiva. Infatti il 74% del pazienti con TB attiva ha riconosciuto i 
peptidi, mentre nessuno dei controlll. compresi colore con TB latente, lo 
ha fatto. Tuttavia, sia I soggetti con TB latente. identificati dalla posltivitdi 
al Tuberculin Skin Test (TST). sia colore con TB attiva riconoscevano la 
protelna intera di ESAT-6. II test immunodlgnostico da noi allestito ha dato 
bupni risultati anche nei soggetti immunodepressi. come gll HiV. In 
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generate questi dati suggeriscono che la risposta ai peptidi selezionati 
ESAT-6 e strettamente assoclata alia malattia tubercolare in fase attiva. 
Questi studi hanno apportato utili miglioramenti alle tecniche 
immunologiche per la diagnosi di TB. evidenziandone tuttavia alcune 
limitazioni, quali una sensibllita sub-ottimate (74% rispetto all'esame 
colturale) ed una discreta complessit^ di esecuzione del test ctie di fatto lo 
rende poco proponlbite ad una routine laboratoristica. Tali limitazioni e la 
mancata stima della performance del test nella rilevazione del contatti di 
un paziente con TB polmonare bacillifera (infezioni recenti) hanno fatto 
nascere I'esigenza di un nuovo studio dalla cui elaborazione 6 scaturita la 
presente invenzione. In particolare viene qui descritto un test in vitro 
rapido. sensibite. di facile esecuzione per la diagnosi di tubercolosl. utile 
soprattutto nei casi di diagnosi comptessa come ad es. TB attive 
polmonari con esame batterioscopico negativo o TB attive extra-polmonarl 
che necessitano di esami diagnostici invasivi (interventi chirurgici con 
conseguenti prellevi bioptlcl) o contatti recenti di pazlenti bacllliferi con 

TST negativo. 
Sommario Hell'invenzione 

Costituisce pertanto oggetto della presente invenzione un test 
immunologico rapido per la diagnosi ex vivo della tubercolosl nelle sue 
distinte presentazioni di malattia tubercolare attiva. infezione tubercolare 
latente ed infezione tubercolare recente. Con questo test si analizzano i 
linfociti T secementi IFN-gamma specifici per rinsieme i peptidi selezionati 
di ESAT-6 e CFP-10 (nel seguito Pep-Sp). 
Questo test impiega un metodo rapido per la misurazione della: 
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a) frequenza dei linfociti T Pep-Sp producentl IFN-gamma che vengono 
identificati mediante tecnica ELISPOT su linfo-monociti Isolati da sangue 
periferico 

b) frequenza dei linfociti T Pep-Sp producenti IFN-gamma che vengono 
identificati mediante tecnica citofluorfmetrica su linfo-monociti isolati da 
sangue periferico 

c) risposta quantitiva in tennini di produzione di IFN-gamma dei linfociti T 
Pep-Sp valutati mediante tecnica ELISA sul plasma derivato dalla 
stimolazione del sangue intero con gli antigeni (Ag) speclfici. 

II test diagnostico oggetto della presente invenzione viene eseguito 
Utilizzando sangue venoso o cellule mononucleate isolate da sangue 
venoso; e composto da un semplice kit di reattivi e richlede per la lettura 
dei risultati la disponibilita di un lettore ELISPOT. o di un citofluorimetro. o 
di un lettore ELISA. 

Altrl oggetti risulteranno evidenti dalla descrizione dettagliata 

dell'invenzione. 

Breve descrizione delle figure 

Figura 1: Risposta ai peptidi selezionati di ESAT-6 e CFP-10 valutata: A) 
su linfomonociti perifericl (PBMC) mediante ELISPOT. B) sul plasma 
ottenuto da sangue Intero mediante ELISA. C) sui PBMC mediante analisi 
citofluorimeterica 

Figura 2. A e B: Risposta dei PBMC ai peptidi selezionati di ESAT-6 e 
CFP-10 (A) e al PPD (B) valutata mediante analisi ELISPOT in un 
paziente con TB attiva. TO: memento della diagnosi di TB; T1: dopo 3 
mesi di terapia efficace 
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FIgura 3: Schema di procedura della metodica ELISPOT 

Figure 4: Schema di procedura della metodica FACS 

Figura 5: Schema di procedura della metodica ELISA su sangue intero 

Descrizione dettaaliata 

Come precedentemente descritlo. nel nostra laboratorio abbiamo 
condotto uno studio pilota (15) in cui § state messo a punto un test 
immunologico per la diagnosi di tubercolosi capace dl discriminare tra TB 
attiva e latente. La novit^ del test rispetto a quahto descritto in letteratura. 
e nell'utilizzo di peptidi di ESAT-6 selezionati mediante un'analisi 
computerizzata (Tabella 1). La risposta a questi peptidi, valutata come 
produzione dl IFN-gamma mediante ELISPOT. e altamente specifica per 
la TB attiva. 



1 aursua i 

Proteina 


Posizione 


Sequenza nucleotidica e cornspondente. sequenza 

amminoacidica . ^ 


ESAT-6 


6-28 


SEQ ID NO: 1 

TGGAAnTCGCGGGTATCaAGGCCGCGGCAA.GCX3CAATCC 
AGGGAAATGTCACGTCCATTCATTCCCTC 

SEQ ID NO: 2 WNFAGIEAAASAIQGNVTSIHSL 


ESAT-6 


66-79 

- 


AACGCGCTGCAGAACCTCGCQCGGACGATCAGCGAAGCC 
SEQ ID NO: 4 NALQNLARTISEA 



Considerate le potenzlalita di questo test . abbiamo cercato di apportare 
alcune modifiche tecniche al fine di aumentame la sensibilita e di 
facilitame I'eseguibilit^ procedurale. Inoltre abbiamo valutato I'utllita del 
test nel monitoraggio deU'efficacia della terapia anti-tubercolare. 
Sono stati selezionati altrl 4 peptidi dl CFP-10 che e un'altra proteina 
specifica di M. tuberculosis (Tabella 2). La selezione del peptidi 6 stata 
eseguita mediante tecnica computerizzata ed e basata sull'uso di 
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particolari software (15. 16-20) al fine di coprire piu' del 90% degil aplotipi 
deil'HLA dl classe II present! nella popolazione umana. 



Tabel 

Proteina 


la 2 

Posizione 


Sequenza nucleotidica e conispondente sequenza aminoacidica 


CFP-10 


18-31 


SEQ ID NO: 5 

TTCGAGCGGATCTCCGGCGACCTGAAAACCCAGATCGACCAG 
SEQ ID NO: 6 FERISGDLKTQIDQ 


CFP-10 


43-68 


GGCCAGTGGCGCGGCGCGGCGGGGACGGCCGCCCAGGCCGCGGTGG 
TrsrnrTTCCAAGAAGCAGCCAATAAGCAGAAGCAGGAA 

SEQ ID NO:8 GQWRGAAGTAAQAAWRFQEAANKQKQE 


CFP-10 


53-68 


GCCGCGCTGGTGCGCrrCCAAGAAGCAGCCAATAAGCAGAAGCAGG 
AA 

SEQ ID NO: 1 0 AAWRFQEAANKQKQE 


CFP-10 


74-86 


SEQ ID NO: 11 

CGAATATTCGTCAGGCCGGCGTCCAATACTCGAGGGCC 
SEQ ID NO: 1 2 TNIRQAGVQYSRA 



Per condurre II test dl diagnosi abbiamo utilizzato. oltre alia tecnica 
ELISPOT gia descritta per ESAT-6 (15). altre due nuove metodiche che si 
sono dimostrate plu' facilmente convertibili ad un uso routinario- 
O commerclale del test rispetto aU'ELISPOT. quail la tecnica Immuno- 
enzimatlca (eseguita sul plasma di sangue messo in coltura con i peptidi 
selezionati) e I'analisi citofluorimetrica (di linfomonociti isolati da sangue 
periferico e messi in coltura con i peptidi selezionati). 
Per la valutazione del test abbiamo anruolato nel nostro istituto 22 pazlenti 
con TB attiva (14 maschi e 8 femmine. eta media 38±5, 17 Caucasici, 3 
provenienti dall'America Latina e 2 African!) di cul alcuni provenienti da 
uno studio precedente recentemente pubblicato (15) e 22 controlli (13 
maschi e 9 femmine. eta media 35±5. 18 Caucasici. 2 provenienti 

8 



4843PTIT Notarbartolo & Gervasi SpA 



daH'America Lafina e 2 Africani) non affetti da malattia tubercolare. Lo ^V^^ 



studio e stato approvato dal Comitato Etico del nostra Istituto e tutti i 
pazienti hanno dato il loro consenso scritto. 

Tutti 1 pazienti con malattia tubercolare avevano una TB confermata 
microbioiogicamente: 14 con TB polmonare (espettorato con colturale 
positive per M. tuberculosis), 4 pleuriti (coltura positlva sul llquido 
pleurico), 2 con malattia disseminata (coltura positlva su sangue e llquido 
pleurico) e 2 linfo-adenitl [entrambi con positivita alia "polymerase chain 
# reaction" (PGR) per M. tuberculosis sulle biopsie]. Quindlcl pazienti erano 
HIV e 7 HIV*. Dope la diagnosi tutti i pazienti sono stati trattati per almeno 
2 mesi con 4 farmaci anti-tubercularl: rifamplclna, Isoniazide, etambutolo e 
pirazinamide [10]. Cinque pazienti HIV* prendevano terapla antiretrovlrale 
(highly active antiretroviral therapy. HAART) che non Includeva inibltoii 
delie proteasi. I dati indicano che 16/22 del pazienti con TB attiva 
microbioiogicamente dimostrata rispondevano in vitro ai pool del peptidi 
selezionati di ESAT-6 (sensibllita 73%), 17/22 al pool del peptidi 
Q selezionati di CFP-10 (sensibllita deliT7%), e 18/22 all'insieme dei pool 
del peptidi selezionati di ESAT-6 e CFP-10 (sensibility dell'82%), mentre 
nessuno del controlii senza malattia tubercolare attiva rispondeva ai 
peptidi selezionati. La stimolazione con I'insieme del pool del peptidi di 
ESAT-6 e CFP-10 risuitava piu' efficiente rispetto alia stimolazione con i 
singoll peptidi valutati singolarmente In termini di sensibility, riduzione 
della complesslta sperimentale, minore quantity di sangue richiesta per 11 
prelievo ematico. La figure 1 A mostra i dati ottenuti con I'insieme dei pool 
selezionati ottenuti con la metodica ELISPOT. 
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Abbiamo quindl confrohtato i risultati ottenuti con la metodica ELISPOT e 
quelli ottenuti mediante la metodica ELISA su plasma derivato da colture 
di sangue Intero. utillzzando I'insieme del pool del peptidi selezionati dl 
ESAT-6 e CFP-10. La senslbllita delle due metodiche risulta abbastanza 
simile. Nella figura 1B sono riportati I dati relatlvi ad 11 pazlenti con TB 
attiva microblologicamente dimostrata. Di quest! 8 rispondevano in vitro 
all'insieme del pool del peptidi (sensibility deir73%). 
Inoltre, In un piccolo gruppo di pazienti abbiamo confemiato questi risultati 
mediante metodica citofluorlmetrica e ne riportiamo un caso significativo 
(Figura 1C). Ad esempio, 11 paziente con TB attiva microbiologicamente 
accertata. mostrato In figura. ha una frequenza di cellule CD4+ producenti 
IFN-gamma In risposta al pool dei peptidi selezionati di ESAT-6 e CFP-10 
pari alio 0.45 % rispetto al paziente di controllo senza TB attiva che 
presenta solo lo 0.02%. 

Per valutare I'utillzzo del test nel monltoragglo deirefficacia alia terapia 
anti-TB, al T1. ossia 3 mesi dopo, il test immunodlagnostico 6 stato 
ripetuto sui 18 pazienti con malattia tubercolare attiva che al TO (momento 
clo6 della diagnosi e quindi dell'Inlzio della terapia anti-TB) rispondevano 
in vitro mediante test ELISPOT al pool del peptidi selezionati dl ESAT-6 e 
CFP-10 (Figura 2A). Contemporaneamente venlvano valutati cllnlcamente 
e sotloposti ad esami radiologici e di laboratorio. Come mostrato nella 
Figura 2A, al T1 nei 13 pazienti Identificati come "responslvi alia terapia" 
(7 con TB polmonare baclllifera, il cul espettorato ha successivamente 
negativizzato e 6 con TB extra-polmonare) la risposta al pool dei peptidi 
selezionati dl ESAT-6 e CFP-10 era sotto 11 valore dl cut-off. Al contrario, 
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una risposta positiva a questi peptidi era riscontrata nei 5 pazienti "non 
responsivl alia terapia" al T1 (p<0.0001 rispetto al responsivi). Tra questi. 
3 avevano la TB polmonare con espettorato ancora coltura positiva per M. 
tuberculosis (2 erano HIV* ed uno di loro era sotto terapia anti-retrovirale) 
e 2 con TB extra-polmonare con le colture da sangue e da liquldo pleurico 
ancora positive (uno era HIV* non In terapia anti-retrovirale). Tali pazienti 
erano inoltre caratterizzati al TO da una malattia clinica severa, sia in 
termini di estensione della malattia cfie come condizione di malnutrizione. 
Al contrario la risposta al PPD era indiscriminatamente presente al T1 in 
entrambi i gruppi di pazienti (Figura 28). E' stata valutata anche la 
risposta alle proteine intere di ESAT-6 e CFP-10; tuttavia, non abbiamo 
trovato una correlazione con Tandamento clinico (dati non mostrati). Dopo 
3 mesi aggiuntivi di terapia, i 5 pazienti che non rispondevano alia terapia 
al T1 sono stati rivalutati clinicamente ed hanno mostrato una risoluzione 
della malattia dal punto di vista clinico ed un'assenza di isolamento di M. 
tuberculosis dai rispettivi Hquldl blologlci. Inoltre, anche la risposta al 
peptidi di ESAT-6 e CFP-10 si e negativizzata (dati non mostrati). 
Per valutare la performance del test nello studio dei soggetti esposti ad un 
caso certo di TB polmonare bacillifera, abbiamo anruolato 9 soggetti 
esposti ad un caso accertato microbiologlcamente (espettorato: sonda per 
RNA e colturale positivi per M. tuberculosis). Al memento della diagnosi di 
TB del paziente bacillifero (TO) e dopo 3 mesi (T1), i 9 soggetti esposti 
sono stati valutati in base al: 
a) TST . se il test risultava positive al TO, non veniva ripetuto dopo 3 

mesi 
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test immunodiagnostico di valutazione della risposta alle proteine 
intere ed ai peptidi selezionati di ESAT-6 e CFP-10 

valutazione clinica e valutazione radiologica del torace 
AI TO (tabella 3), il TST risultava positive in 2 del 9 soggetti esposti. AI 
contrario. il test di valutazione della risposta ai peptidi selezionati risultava 
positive solamente in 2 soggetti TST negativi, mentre la risposta alle 
proteine intere risultava positiva in 4/9 soggetti che cx)rrispondevano ai 2 
soggetti TST positlvl (TB iatente) ed ai 2 soggetti con positivita in vitro ai 
peptidi selezionati. Nessuno presentava segni clinici o radiologic! di TB 
polmonare. 

AI T1 , si positivizzava ia risposta ai TST nei 2 soggetti in cui la risposta ai 
peptidi selezionati era risultata positiva ai TO, e si negativizzava la risposta 
ai peptidi. La risposta alle proteine intere si manteneva positiva nei 4/9 
Qhe erano risultati positivi al TO. Nessuno presentava segni clinici o 
radiologici di TB polmonare. 
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Tabella 3. Risposta alia proteina ed ai peptidi di ESAT-6 nei contatti dl un 
paziente con TB polmonare bactlllfera. 





TO 


T1 


TST (positivi/negativl) 


.2/9 


4/9 


Risposta ex vivo ai peptidi selezionati di ESAT-6 e 
CFP-10 (positivi/negativl) 


2/9 


0/9 


Risposta ex vivo alle proteine di ESAT-6 e CFP- 
10 

(positivi/negativl) 


4/9 


4/9 


Valutazlone clinica (positlvl/negatlvi) 


0/9 


0/9 


Rx torace (positivi/negativi) 


0/9 


0/9 



Qulndi, in conclusione, in questa sezione dello studio abbiamo dimostrato 
che 11 test immunodiagnostico basato sulla risposta ai peptidi selezionati di 
ESAT-6 e CFP-10 puo' essere utilizzato per la diagnosi dl TB attlva, di 
infezlone tubercolare recente (contatto) e per monitorare refficacia della 
ferapia anti-tubercolare. Nel caso di TB attlva, la risposta ai peptidi 
persiste negli individui con TB che non rispondono alia terapia specifica 
anti-tubercolare, mentre si negativizza dopo 3 mesi di terapia efficace. 
Una possiblle spiegazione e che le proteine secrete da MTB, come 
ESAT-6 e CFP-10, richiedano bacilli vitali attivamente replicant! al fine di 
indurre produzione dl IFN-gamma da parte di cellule T e questa situazione 
si verifica sia nei soggetti con malattia attiva, sia in colore con Infezione 
recente. AI contrario, nel caso di contatti sani dopo 3 mesi 
dairesposizione a MTB o, nel caso di TB attiva dopo una terapia efficace, 
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il batterio interrompe la sua attivita replicativa e la risposta immunitaria 
contro quest! epitopi non 6 plu rilevabile, almeno non con II nostro test. 
Tuttavia persists una risposta in vitro alle proteine intere ESAT-6 e CFP- 

10 Che probabilmente rimarra nel corso di tutta la vita, e che sara 
indicatrice di un'Infezione tubercolare latente. 

In sintesi abbiamo messo a punto un test immunodiagnostico semplice e 
rapido da eseguire per la diagnosi di TB attiva polmonare ed extra- 
polmonare, per Tinfezione tubercolare recente (contatto), e per Tinfezione 
tubercolare latente. 

11 test e utile anche per il monrtoraggio deU'efficacia della terapia anti- 
tubercolare avendo evidenzlato una correlazione tra la persistenza della 
risposta positive ai peptidi selezionati di ESAT-6 e CFP-10 e un fallimento 
della terapia. 

II test si mostra utile soprattutto nel monitoraggio deirefflcacia della 
terapia in pazienti con tubercolosi extra-polmonare ed 6 proprio in questo 
contesto che il test puo essere di elevate utilita. Infetti il test proposto 
richiede un semplice prelievo di sangue invece di un trattemento 
chirurgico che, owiamente, non e sempre fattibile. Inoltre, il nostro test d 
riproducibile, fornisce una risposta entro 2 giorni e puo essere useto in 
soggetti appertenenti a popolazioni provenienti da diverse aree 
geografiche (ossia con diverse background immunogenetico) perch^ i 
peptidi selezionati sono largamente riconosciuti. 

L'ELISA su sangue intero e ranelisi citofluorimetrica sono metodiche 
alternative aU'ELISPOT che vengono descritte come strumenti eltrettanto 
utili per la diagnosi immunologica di TB attiva e quindi per il monitoraggio 
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dell'efficacia della terapia anti-TB. II loro utllizzo e In funzlone della 
dlsponlbillt^ e delle esigenze del laboratorlo. In temriini dl senslbilita 
I'ELISPOT e la metodica su sangue intero sono simlli, al contrario 11 FACS 
risulta essere meno sensiblle. In termini dl fattibiiit^, la metodica su 
sangue intero con metodo di rilevazione immuno-enzimatica su plasma 
risulta di piu' facile realizzazione per un laboratorio di routine rispetto 
all'ELISPOT ed alia metodica citofluorimetrica. 

II test immunologico in vitro per la diagnosi di TB second© I'Invenzione 
viene condotto utilizzando un kit diagnostico che comprende almeno un 
peptide di CFP-10 selezionato nel gruppo consistente di SEQ ID NO 6, 
SEQ ID NO 8. SEQ ID NO 10, SEQ ID NO 12. e relative miscele. 
Preferibilmente si utilizza una miscela comprendente almeno un peptide di 
CFP-10 fra quelli sopra specificati ed almeno un peptide dl ESAT-6 scelto 
nel gruppo consistente di SEQ ID NO 2. SEQ ID NO 4 e relative miscele. 
Preferibilmente detto kit comprende la seguente serle di reagent!, anche 
chlamati stimoli nel segulto della descrizione: 
Reagente 1 : CTR, terrene dl coltura complete 

Reagente 2: CTR, ten:eno dl coltura contenente la concentrazione di 
dimetil sulfossido (DMSO) presente nel reagente 8 e 10 

Reagente 3: CTR, tenreno dl coltura contenente la concentrazione di 
dimethil sulfossido (DMSO) presente nel reagente 9 

Reagente 4: PHA. fitoemoagglutinlna 

Reagente 5: PPD. Purified Protein Derivative, ad esempio quella 
fornita dal Statens Serum Institut, Copeniiagen, Denmartc 
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Reagente 6: proteina intatta di ESAT-6. ad esempio quella fomita da 

(Lionex, Braunschweig, Germany) 

Reagente 7: proteina intatta di CFP-10, ad esempio quelle fomita da 

Lionex, Braunsclnweig. Genmany oppure dallo Statens Serum Institut, 

Copenhagen, Denmaric 

Reagente 8: almeno un peptide di ESAT-6 come sopra detto in DMSO 
Reagente 9: almeno un peptide di CFP-10 come sopra detto in DIVISO 
Reagente 10: miscela di peptidi di ESAT-6 e CFP-10. identificati con 

SEQ ID NO 2, 4, 6, 8, 10. 12 in DIVISO 
Istruzioni per la conduzione del test. 

II test secondo I'invenzione pud essere condotto anche con i soli reagenti 
1,2,4, 5,6, 7, e 10. 

II test secondo I'invenzione, per la sua conduzione, comprende 
I'esecuzione dei seguenti passaggi fondamentali: 

mettere in contatto un'aliquota di sangue venoso o di cellule 
mononucleate (PBMC) isolate da sangue venoso con ciascuno dei 
Reagenti 1-10 e valutare le risposte come appresso indicate; 

incubare a circa 37^ per il tempo necessario ad ottenere la 
rivelazione attraverso il tipo di saggio prescelto, selezlonando fra test 
ELISPOT, test citofluorimetrico, test ELISA. 

La risposta diagnostica si basa sulla valutazione globale deiranalisi 
ottenuta dalle singole risposte derivate dall'uso del Reagenti 1-10 usati 
singolarmente. Tale risposta pemiette dl discriminare fra: paziente con TB 
attiva; paziente con infezione tubercoiare recente (contatto); paziente coh 
TB latente; controllo sano vaccinate con il BCG; controllo sano non 
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vacclnato e non esposto a MTB; paziente anergico; In caso potendosi /^^i 
monitorare Tefficacia di terapie anti-TB. 

Nei caso si utillzzi sangue intero da prelievo venoso questo verr^ posto in . - ai 



tubi da saggio contenenti eparina e i risultati verranno rivelati tramite test 
ELISA; nel caso Invece che si ulitizzino i PBMC (cellule mononucleate del 
sangue periferico) I tubi per 11 prelievo di sangue venoso contenranno 
EDTA e I risultati verranno rivelati tramite test ELISPOT o citofluorimetria. 
Le PBMC possono essere vantagglosamente Isolate tramite 
centrifugazione su gradiente di densita utilizzando un metodo rapido 
basato sull'impiego di tubi con filtro per la separazione dei leucociti, 
I'esperto del ramo 6 in grado di selezionare la procedura piCi adeguata ed 
d anche a conoscenza delle metodiche per condunne i test ELISA, 
ELISPOT e citofluorimetrico. 

Nel caso dl rivelazione ELISPOT I'incubazione sara condotta su PBMC da 
sangue intero per circa 40 ore (range 38-40 ore); e la determinazione sar^ 
una detenninazione quantitativa della produzlone dl IFN-gamma del 
linfociti T Antigene-Secifici come appresso indicate. 
Nel caso di rivelazione ELISA I'incubazione sara condotta con sangue 
Intero per circa 24 ore; e la determinazione sara una determinazione 
quantitativa della produzlone di IFN-gamma del linfociti T Antigene-Secifici 
come appresso indicate. 

Nel caso di rivelazione citofluorimetrica I'incubazione sara condotta con le 
PBMC per circa 16 ore (range 14-16 ore); e la detemnlnazione sard una 
determinazione qualitativa (presenza/assenza dl linfociti T Antigene- 
Secifici)r;e. quantitativa (percentuale e frequenza delle cellule specifiche 
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per mm' dl sangue) come appresso indicate. 

In breve descriviamo la parte sperimentale clie riguarda I'esecuzione 
dell'ELISPOT. dell'ELiSA e del FACS. In particolare le cellule 
mononucleate (PBIVIC) venivano Isolate come descritto in dettagllo nel 
paragrafo successive e In letteratura (15). Le cellule venivano quindi 
trattate in duplicato con i peptidi selezionati aggiunti preferibilmente come 
pool del 2 di ESAT-6 a 50 ^g/mL. come pool dei 4 di CFP-10 a 8 ^g/mL. 
come pool dell'insieme del peptidi dl ESAT-6 e CFP-10 a 60 jig/mL, con 
purified protein derivative (PPD) (batch RT47; Statens Semm Instrtut. 
Copenhagen, Denmark) a 10 jig/mL, con la fitoemoaggiutinina (PHA) 
(Sigma. St Louis, iVIO, USA) at 1 jxg/mL, con la proteina di ESAT-6 e 
quella di CFP-10 (Llonex, Braunschweig, Gemiany) alia concentrazlone dl 
lO ^ig/mL. I controili negativi Includevano PBMC non stimolati o trattati 
con DMSO alia stessa concentrazlone presente nelie soluzione dei 
peptidi. La conta delle cellule T specffiche circoianti veniva vaiutata 
medlante test ELISPOT come descritto in dettagllo nel paragrafo 
successive e in letteratura (15). Gli spot erano contati automatlcamente 
medlante un ELISA-Spot assay video analysis system (AELVIS, 
Hannover, Gemnany). 

Se I'esperimento veniva condotto su sangue Intero, 1 peptidi selezionati e 
gli altri reagenti venivano aggiunti direttamente al sangue. Dopo 24 h di 
Incubazione a 37° C. il plasma veniva raccolto e su questo veniva 
eseguito un test Immuno-enzlmatico per IFN-gamma. I risultati venivano 
poi letti tramite lettore ELISA. 
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Se I'esperimento veniva condotto mediante analisi citofluorimetrica 
(Figura 2 A), le cellule linfo-mononucleate isolate come sopra descritto, 
venivano stimolate con i peptldi selezlonati e gli altri reagenti. I risultati 
venivano poi acquisiti ed anallzzati tramite citofluorimetro. 
Riassumendo, i risultati del test secondo Tinvenzione si manifestano 
attraverso la positivitd del saggio, in tenmini di valore assoluto della 
risposta, che si ottiene sottraendo il valore rilevato mettendo in contatto il 
campione di sangue intero o PBMC con i singoll Reagenti 1-10 dal valore 
del controllo (campione in contatto con il Reagente 1 e/o 2 e/o 3). La 
valutazione della positivita del test secondo Tinvenzione si effettua 
yerificando la presenza di una risposta significativa come segue: 
(i). paziente con TB attiva o paziente con infezione tubercolare recente 
(contatto): risposta positiva dovuta al contatto del campione di PBMC o 
sangue Intero con i singoll Reagenti 4-10 (risposta significativa al 
Reagenti dal 4 al 10). La risposta positiva viene cosi' evidenzlata: per 1 
Reagenti 4-7 la risposta deve essere almeno 3 volte magglore rispetto al 
Reagente 1; per 11 reagente 8 la risposta deve essere almeno 2 volte 
magglore rispetto al Reagente 2: per il reagente 9 o 10 la risposta deve 
essere almeno 4 volte magglore rispetto al Reagente 3 
(il). paziente con TB latente: risposta positiva dovuta al contatto del 
campione di PBMC o sangue Intero con I singoll Reagenti 4-7 (assenza di 
risposta significativa ai peptidi di ESAT-6 e CFP-10). 
(ill), controllo sano vaccinate con il BCG: risposta positiva dovuta al 
contatto del campione di PBMC o sangue intero con i singoll Reagenti 4-5 
(assenza di risposta significativa sia alle proteine che ai peptidi di ESAT-6 



19 



4843PTIT Notarbartolo & Gervasi SpA /l^ 



eCFP-10). 

(iv). controllo sano non vaccinate e non esposto a MTB: risposta posltiva 
dovuta al contatto del campions di PBMC o sangue intero solo per il 
Reagente 4 (assenza di risposta significativa al PPD. alle proteine ed ai 
peptidi di ESAT-6 e CFP-10). 

(V). paziente anergico: assenza di risposta positiva dopo contatto del 
campione di PBMC o sangue intero con i singoli Reagenti. compreso il 
reagente 4 che § un mitogen© al quale risporidono tutte le persone con un 
sistema immunitario efficlente 

(vi). monitoraggio deU'efficacia di terapie anti-TB e deiia fase dl 
replicazione del micobatterio dopo infezione recente. Al memento deiia 
diagnosi di tubercolosi attlva o di infezione recente il campione di PBMC 
o sangue intero risponde ai Reagenti 4-10 come descritto al punto (i). Al 
contrario dopo 3 mesi di terapia efficace (scomparsa di un Micobatterio 
replicante dali'organlsmo) il campione di PBMC o sangue intero 
rispondono solo ai reagenti 4-7 (assenza di risposta significativa ai peptidi 
di ESAT-6 e CFP-10). come descritto al punto (ii) 

II kit pu6 essere impiegato per la diagnosi di TB attlva. per la diagnosi di 
infezione recente nei contatti sani di un paziente con TB polmonare 
bacillifera, per eseguire II monitoraggio deiia risposta alia terapia nella 
tubercolosi (TB) polmonare ed extra-polmonare. per discriminare tra 
infezione latente e malattia tubercolare attlva. 

Recentemente sono stati sviluppati alcuni test inhmunologici per la 
diagnosi deiia TB; quelli basati sul dosaggio deiia risposta anticorpale 
hanno purtroppo una scarsa specificity (22.23) rispetto a quelli basati sulla 
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misurazione deirimmunita cellulo-mediata, alcuni dei quali sono stati 
descritti sopra (WO0026248, W09221697, WO02059605). TuttaviaJ 
nessuno valuta Tutilizzo di questi test come strumenti per il controllo^ 
dell'efficacia della terapia anti-tubercolare. II nostro test e comunque 
diverse rispetto a quanto descritto in precedenza per: 

1 ) I'utilizzo degli antigen! di Mtb (peptldi selezionati vs proteine e/o 
peptidi overlappanti) 

2) il metodo di rilevazione del test: ELISPOT, analisi FACS, ELISA su 
sangue intero 

3) rutilizzo di sangue intero e/o le modality di separazione dei linfo- 
Cnonociti 

4) applicazioni del test (non solo test di diagnosi, ma test per il 
monitoraggio dell'efficacia della terapia anti-tubercolare) 

Descriviamo in dettaglio le varie differenze: 
1) antigen! di Mtb: peptidi selezionati vs proteine e/o peptidi 

overlappanti 

L'utilizzo di peptidi come antigen! utilizzat! per le stimolazioni in vitro e 
stato gi^ discusso in altri brevetti per la diagnosi immunologica 
deirinfezione tubercolare (WO02059605; WO0104151; WO0026248; 
W09221697 -19 e 38 kda). Tuttavia. la presente invenzlone si differenzia 
perch6 utilizza un pool di peptidi di proteine secretbrie (CFP-10 ed ESAT- 
6) selezionati mediante tecnica compiuterizzata diversamente dai 
precedent! brevetti clie utilizzano peptidi overlappanti dl ESAT-6 
(WO0026248). Questa nostra peculiarita ci permette di avere un test ctie 
dlscrimina tra TB attiva e latente rispetto a quanto noto in letteratura. 
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Inoltre per quanta riguarda le proteine di ESAT-6 e CFP-10, noi 
utilizziamo proteine secretorie ricombinanti differenziandoci dai precedent! 
brevetti in cui si utilizzano proteine ricombinanti diverse come la 19 e 38 
l<Da (W09221697) clie sono present! non solo in M. tuberculosis, ma 
anche in aitri micobatteri come il M. bovis . Questa nostra peculiarita cl 
permette di avere un test che utilizza proteine di M. tuberculosis che non 
sono solo specificlie per questo micobatterio, ma anche indicative della 
fase replicativa del micobatterio e quindi della fase attiva di tubercolosi 
che necessita quindi di trattamento medico 

Inoltre questo brevetto si differenzia da quanto noi pubblicato (15) per 
I'utilizzo sia del pool di peptidi di CFP-10, sia deirinsieme del pool di 
peptidi di ESAT-6 e CFP-10. Questa modlfica potenzia la sensibility del 
test. 

2) metodo di rllevazione del test: ELISPOT, analisi FACS 

Nel case della metodica ELISPOT usiamo tempi di Incubazione diversi (40 
h il nostro test rispetto alle 14h di quanto pubblicato in letteratura) 
[EP1 152012; (19)], che nel nostro sistema sperimentale potenziano la 
sensibility della risposta. Nessuno inoltre ha utilizzato la metodologia 
FACS come mezzo diagnostico immunologico per la tubercolosi. Questa 
metodologia fornisce la possibllita di identificare II tipo di cellule 
responsabili della risposta a! M. tuberculosis, consentendo uno studio 
analitico oltre che quantitativo della risposta. 

3) utilizzo di sangue intero e/o le modality di separazione dei linfo- 
monociti 
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E' Innovativo I'uso di un test Immuno-enzimatico (ELISA) per la diagnosi 
immunologica di TB attiva basandosi suirutilizzo dl sangue intero 
opportunamente stimolato con peptidi selezionati di protelne secretorie di 
M. tuberculosis. Sul plasma ottenuto si quantifica la produzione di IFN- 
gamma medlante una metodica ELISA che risulta 30 volte piu' senslbile 
rispetto a quanto gia descritto [WO02059605, WO8705400; (24. 25)]. 
Questo utilizzo deH'ELISA sul plasma di sangue stimolato con i reagenti e 
di elevata importanza poiche puo' portare facilmente ad un uso routinario 
del test, diversamente dairELISPOT in cul Tutilizzo routinario necessita 
ancora di qualclie modifica sperimentale. 

Jnoltre nella presente invenzione e utilizzato un metodo rapido di 
separazione per i linfociti circolanti dal campione dl sangue (LeucoSep, 
ARNIKA, Milano) diverso rispetto ad altri brevetti (EP1 152012). 
consentendo di processare piu' campioni alio stesso tempo rispetto ai 
metodi tradizionali. 

4) applicazioni del test. II test da no! descritto pemnette il monltoraggio 
deirefficacia della terapia anti-tubercolare. Altri studi hanno evidenziato 
che la risposta a peptidi non selezionati di ESAT-6 e CFP-10 decade 
dopo terapia efficace (12, 14), ma nessuno ha evidenziato che questo test 
possa essere uno strumento per valutare I'efficacia della terapia. Questa 
nostra peculiarita puo' essere di grande interesse clinico fornendo un 
modo incruento (un prelievo di sangue) per monitorare Tefficacia della 
terapia rispetto ad esempio alia necessita talvolta nolle tubercolosi extra- 
polmonari di eseguire procedure invasive (blopsie o rachicentesi o 
toracentesi) con notevole riduzione del relativi costi umani ed economici 
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Quindi in base a quanto descritto sopra in termini di utilizzo peculiare di 
antigeni tubercolari e di metodi dl riievazione, questo test si differenzia da 
quanto precedentemente descritto perclie: 

1 ) puo' essere utilizzato su campion! ematici umani 

2) puo' essere utilizzato su campioni ematiqi di pazlenti immune- 
compromessi 

3) utilizza proteine secretorie ricombinanti (CFP-10 ed ESAT-6) ed un 
pool di peptidi selezionati di proteine secretorie (CFP-10 ed ESAT-6), 
questi ultimi profondamente divers! per la risposta immunologica evocata 
dai peptidi overlappanti di ESAT-6 (WO0026248) o della proteina 19 e 38 
kDa (W09221697), come descritto in dettaglio al punto successive (punto 
4). Questi peptidi sono stati selezionati mediante un algoritmo di analisi 
computerizzata e questa metodologia permette di ottenere peptidi 
utilizzabiii in maniera Indipendente dal genotipo delFospite e della 
variabilita del patogeno 

4) permette la discriminazione tra tubercolosi attiva e latente. Infatti 
colore che hanno un'infezione latente rispondono solo alle proteine Intere 
di ESAT-6 e CFP-10, mentre coloro che hanno una malattia attiva 
rispondono sia al pool di peptidi selezionati mediante tecnica 
compluterizzata che alle proteine intere di ESAT-6 o CFP-10 (vedi 
esempi) 

5) permette il monitoraggio deU'efficacia della terapia anti-tubercolare, 
in quanto la risposta al pool di peptidi selezionati decade nel tempo in 
caso dl terapia anti-tubercolare efficace (responsivi alia terapia); al 
contrario, in cploro che non rispondono alia terapia e che quindi hanno un 
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micobatterio attivamente replicante (non responsivi alia terapla), la 
risposta al pool di peptldi selezionati persists nel tempo. 

permette lo studio dei contatti sani esposti ad un caso accertato di 
T6 bacilllfera 

utilizza varie metodiche di rilevazione, non solo I'ELISPOT 
(WO0026248) ma anche I'ELISA su plasma di sangue intero stimolato con 
peptldi selezionati per 24 ore e la tecnica del citofluorimetro su cellule 
mononucleate precedentemente isolate. Le diverse metodiche hanno 
simili sensibllitii e 11 loro utilizzo e funzione della disponibilitS e delle 
esigenze delle stesse in laboratorio. 

Gli esempi seguenti servono ad illustrare la presents invenzione e non 

sono da considerarsi limitativi dello scopo della medesima. 

ESEMPI 

Esempio 1 : Procedura di esecuzione del test immunodiagnostico tramite 
EUSPOT (vedi figure 3) 

L'intera procedura dl esecuzione del test richiede un kit contenente: 
piastra da 96 pozzetti (MAIPS45, Millipore, Sunnyvale. CA, USA); 
anticorpo primario (IFN-gamma coating monoclonal, M-700A, Pierce- 
Endogen Inc. Rocl<ford, IL. USA); anticorpo biotinilato (M-701B. Pierce- 
Endogen Inc); streptavldina-HRP (Pierce-Endogen); substrate (AEC 
Staining kit, Sigma); 10 tubi contenenti, ognuno, uno stimoio alia 
concentrazione pronta per I'uso. 
La metodica ELISPOT e suddivisa nelle seguenti fasi: 
Coating 
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1. trattare la piastre da 96 pozzetti con I'anticorpo primario diluito in 
tampone fosfato (PBS) sterile alia concentrazione di 5 Dg/mL. 
dispensando 100 nUpozzetto 

2. coprire la piastra e incubare a 4°C per 20 ore 

3. lavare la piastra 4 volte con 200 jiUpozzetto di PBS sterile, 
all'ultimo lavaggio eliminare I'eccesso di liquido piccliiettando la piastra su 
carta assorbente 

Blocking 

1. aggiungere 200 ^iL/pozzetto di "blocking solution" [PBS sterile 
contenente il 10% di siero bovino fetale (FCS)]. per prevenire la 
formazione di legami proteici non specifici 

2. incubare la piastra per 2 ore a temperatura ambiente 

3. aspirare la "blocking solution" 
Preparazione e Incubazione delle cellule 

1. isolare le cellule mononucleate (PBMC) da sangue venoso (7 mL 

con EDTA) tramite centrifugazione su gradlente di density (Ficoll- 
Hypaque. Pharmacia; Uppsala; Swedewn), utilizzando un metodo rapido 
basato sull'lmpiego di tubi con filtro per la separazione dei leucociti 
(LeucoSep™, ARNIKA, Milano). Dopo due lavaggi con PBS (phosphate 
buffered saline) 1x, il pellet viene risospeso in terreno complete (RPMI 
1640 con HEPES 25 mM. 10% v/v FCS, 2 mM L-Glutammina. 10 U/mL 
peniclllina/streptomicina) per ottenere una concentrazione cellulare di 
3x10^ cellule inllOnL. 
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aggiungere nei pozzetll 110 iiL di sospensione cellulate Insieme 
con 110 ^iL dei vari stimoll secondo lo schema della tabella 4 (18 pozzetti: 
2 per ognl condizione sperimentale) 

incubare la plastra per 40 ore a 37X in Incubatore al 5% CO2 

rimuovere le cellule 

lavare la piastra 4 volte con 200 jiL/pozzetto di PBS e 4 volte con 
200 laL/pozzetto di "Wash buffed [PBS/0,05% Tween 20 (Sigma)] 

airultimo lavaggio ellmlnare Teccesso dl liquido picchlettando la 
piastra su carta assorbente 
Incubazione con I'Anticorpo Biotinilato 

dispensare 100 ^iL/pozzetto di anticorpo biotinilato diluito in 
PBS/4% albumina serica bovina (fraction V, Sigma) alia concentrazlone 
di 1 Dg/mL 



2. incubare per 100 minuti a 37 X in incubatore al 5% CO2 

3. lavare la piastra 4 volte con "Wash buffer^ 

4. airultimo lavaggio eliminare Teccesso di liquido picchlettando la 
piastra su carta assorbente 

Rivelazione 

1. dispensare 100 laL/pozzetto di "Streptavidina-HRP" diluita 1: 1000 
in "Wash buffer^' 

2. incubare 30 minuti a temperatura ambiente al buio 

3. lavare la piastra 4 volte con "Wash buffer" 

4. airultimo lavaggio eliminare reccesso dl liquido picchiettando la 
piastra su carta assorbente 
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dispensare 100 nLypozzetto di substrato. Controllare che la 

reazione enzima-subtrato funzioni Incubando per pochi minuti 100 DL di 

substrato appena preparato con 100 nL di "Streptavidina-HRP" diiuita. Se 

funziona il substrato dal colore marrone cliiaro passa a! rosa. 

incubare 10-20 minuti a temperatura ambiente ai buio 

scartare il substrato, sciacquare la piastra con acqua conrente. 

eliminare I'eccesso di liquido e asciugare aH'aria per 20 ore 

Ta bella 4 ^ 

Stimolo e concentrazione d'uso Concentrazione Quantita da 
(|xg/mL) (i valori in parentesi sono soluzione madre aggiungere 
relativi alle concentrazioni) (mg/mL) (»iL) 



1 


CTR* 






2 


DiVISO (8) 


0.016 


110 


3 


DMSO (60) 


0.12 


110 


4 


PHA (1) 


0.02 


110 


5 


PPD(10) 


0.02 


110 


6 


ESAT-6 proteina (10) 


0.02 


110 


7 


CFP-10 proteina (10) 


0.02 


110 


8 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


0.1 


lio 


9 


Poolpeptidi CFP-10 (8) 


0.016 


110 


10 


Pool peptidi ESAT-6 e 


CFP-10 0.12 


110 



(60) : 

□ CTR: terreno di coltura completo 
Elaborazione dei rlsultatf e formulazione di una risposta diagnostica 
Conta degli spot 

Gli spot sono contati automaticamente con un analizzatore dl Immagini 
(A.EL.VIS, Hannover. Gemnany). 
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Le risposte sono cx)nsiderate positive se la media del numero di spot nei 
pozzetti delle cellule stimolate con 

PHA, PPD, proteine ESAT-6 e CFP-10: e almeno 3 volt 
maggiore rispetto al numero di spot present! nei rispettivi pozzetti di 
controllo contenenti solo cellule 

pool, peptidi selezionati di CFP-10: e almeno 4 volte maggiore 
rispetto al numero di spot presenti nei rispettivi pozzetti di controllo 
contenenti DMSO alia stessa concentrazione di quella utilizzata per 
diluire i peptidi 

pool peptidi selezionati di ESAT-6: e almeno 2 volte maggiore 
rispetto al numero di spot presenti nei rispettivi pozzetti di controllo 
contenenti DMSO alia stessa concentrazione di quella utilizzata per 
diluire i peptidi. 

insieme dei pool dei peptidi selezionati dl ESAT-6 e CFP-10: e 
almeno 4 volte maggiore rispetto al numero di spot presenti nei rispettivi 
pozzetti di controllo contenenti DMSO alia stessa concentrazione di 
quella utilizzata per diluire i peptidi 

Inoltre, se in un pozzetto contenente cellule stimolate il numero di spot e 
inferiore o uguale a 10, la risposta e considerata negativa. 
Per ottenere il valore assoluto, il numero di spot dei pozzetti di controllo e 
sottratto dal numero di spot delle cellule stimolate. Si 6 anche costruita 
una curva Receiver Operator Characteristic (ROC) mediante il software 
LABROC-1 per ottenere un valore di cut-off specifico per ogni stimolo 
nella nostra popolazione di studio. 
Valutazione dei risultati del test 
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1a) TB attiva. infezione tubercolare recente (contattoV monitoraqgio nel 
tempo della risposta alia teraoia anti-TB 

TO: momento della diagnosi di malattia tubercolare in fase attiva o di 
Infezione tubercolare recente. Si esegue il test ELISPOT sui PBMC isolati 
da sangue periferico. La tabella 5 mostra la media del valori del duplicati 
ottenuti contando gli spot con il lettore automatico: 
Tabella 5 





Stimolo e concentrazione d'uso 
(l-ig/mL) (i valori in parentesi sono 
relativi alle concentrazioni) 


SFCs**/3x10° cellule 


1 


CTR* 


3 


2 


DMSO (8) 


3 


3 


DMSO (60) 


5 


4 


PHA(1) 


240 


5 


PPD(10) 


180 


6 


ESAT-6 proteina (10) 


195 


7 


CFP-10 proteina (10) 


170 


8 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


101 


9 


Pool peptidi CFP-10 (8) 


125 


10 


Pool peptidi ESAT-6 e CFP-10 (60) 130 



* CTR: terreno di coltura completo 
**SFCs: Spot Forming Cells 

II valore assoluto si ottiene sottraendo dal numero di spot delle cellule 
stimolate il numero di spot dei pozzetti dei rispettivi controlli, come 
mostrato nella tabella seguente (tabella 6): 
Tabella 6 



Stimolo e concentrazione 
d^uso (ug/mL) (1 valori in 



SFCs/SxIO^ 


Controllo 


SFCs/3x10^ 


Valore 


cellule 


rispettivo 


cellule 


assoluto 
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parentesi sono relativi alle 
concentrazioni) 










PHA (1) 


240 


CTR 


3 


237 


PPD (10) 


180 


CTR 


3 


177 


ESAT-o proteina ( lu; 


195 


CTR 


3 


192 


CrP-10 proteina ( lu; 


170 


CTR 


3 


167 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


101 


DMSO 
(60) 


5 


106 


PoolpeptidiCFP-10 (8) 


125 


DMSb (8) 


6 


119 


Pool peptidi ESAT-6 e 
CFP-10 (60) 


130 


DMSO 
(60) 


5 


125 



Per il test il campione risulta una TB attiva (o uiTlnfezione recente 
secondo il contest© clinico. radiologicx) e microbiologico) perche e 
positivo. non solo alle protelne, ma anche al pool di peptidi di ESAT-6 e 
CFP-10 Che sono specifici per la TB attiva. InfattI, la media del numero di 
spot nei pozzetti delle cellule stimolate con 

a) PHA. PPD. protelne ESAT-6 e CFP-10: e almeno 3 volte maggiore 
rispetto al numero di spot present! nei rispettivi pozzetti di controllo 
contenenti solo cellule 

b) pool peptidi selezionati di CFP-10: e almeno 4 volte maggiore rispetto 
al numero di spot present! nei rispettivi pozzetti di controllo contenenti 
DMSO alia stessa concentrazione di quelle utilizzata per dlluire I peptidi 

c) pool peptidi selezionati di ESAT-6: e almeno 2 volte maggiore rispetto 
al numero di spot present! nei rispettivi pozzetti di controllo contenenti 
DMSO alia stessa concentrazione di quella utilizzata per diluire i peptidi 
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d) insieme dei pool del peptidi selezlonati di ESAT-6 e CFP-10: e almeno 
4 volte maggiore rispetto a! numero di spot present! nel rispettlvi pozzetti 
di controllo contenenti DMSO alia stessa concentrazione di quella 
utilizzata per diluire i peptidi 

Inoltre i valori ottenuti sono tutti superiori al cut-off calcolato per ogni 
stimolo. 

T1: 3 mesi dopo I'inizio della terapia anti-TB o 3 mesi dopo I'infezione 
tubercolare recente (contatto). 

Nel caso di TB attiva si ripete II test ELISPOT dopo 3 mesi per verificare 
I'efficacia della terapia anti-tubercolare. Se il paziente ha risposto bene 
alia terapia famiacologica. il test rimane positive per le proteine intere di 
ESAT-6 e CFP-10 (TB latente. vedi esempio successive 1b), ma negative 
per i pool di peptidi selezlonati che sono specifici per la TB attiva. 
Nel caso dl infezione recente il paziente viene richiamato dopo 3 mesi dal 
contatto con il caso certo dl TB bacillifera per eseguire un secondo TST e 
con I'occasione viene ripetuto il test ELISPOT. Se il paziente non ha 
sviluppato la malattia. contenendo IMnfezione, il test mostrerd, come 
descritto sopra. positivit^i alle proteine Intere di ESAT-6 e CFP-10 (TB 

latente, vedi esempio successive 1b), ma negativity ai pool di peptidi 

selezlonati che sono specifici per la TB attiva. 

1h^ TB latente 

La tabella 7 mostra la media dei valori dei duplicati ottenuti contando gli 
spot con II lettore automatico: 



Tabella 7 



Stimolo e concentrazione d'uso 
(^g/mL) (I valori in parentesi sono 
relativl alle concentrazioni) ^ 



SFCs**/3x10^ cellule 
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A 

\ 


C 1 K 


5 


o 


UMow v^o; 


5 


o 
O 




7 


4 


DLJ A /-I \ 

rnA (1; 


240 


5 




180 


6 


COAT ^5 r>t-r\-f£^ino /'in\ 

CO A I -D proieina \ 


195 


7 


CFP-10 oroteina (10) 


170 


8 


PooJ peptldi ESAT-6 (50) 


6 


9 


Pool peptidi CFP-10 (8) 


7 


10 


Pool peptldi ESAT-6 e CFP-10 (60) 


9 




* CTR: tenreno di coltura completo 
**SFCs: Spot Forming Cells 

II valore assoluto si ottiene sottraendo dal numero di spot delle cellule 
stimolate il numero di spot dei pozzetti di controllo, come mostrato nella 
tabella seguente (tabella 8): 



Tabella 8 



Stlmolo e cxDncentrazione 
d'uso (Mg/mL) (i valori In 
parentesi sono relativl alle 
concentrazioni) 


SFCs/3x1 
0^ cellule 


Controllo 
rispettivo 


SFCs/SxIO" 
cellule 


Valore 
assoluto 


PHA (5) 


240 


CTR 


5 


235 


PPD (10) 


180 


CTR 


5 


175 


ESAT-6 proteina (10) 


195 


CTR 


5 


190 


CFP-10 proteina (10) 


170 


CTR 


5 


165 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


6 


DMSO (60) 


5 


1 


pool peptidi CFP-10 (8) 


7 


DMSO (8) 


7 


0 
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Pool peptidi ESAT-6 e 9 


DMSO (60) 7 


2 


CFP-10 (60) 







Per il test il campione e risultato TB latente perch§ e positivo alle proteine, 
ma negative ai pool di peptidi dl ESAT-6 e CFP-10 che sono speclflci per 
la TB attiva. Infatti. la media del numero di spot nei pozzetti delle cellule 
stimolate con 

a) PHA. PPD. proteine ESAT-6 e CFP-10: 6 almeno 3 volte maggiore 
rispetto al numero di spot present! nei rispettlvi pozzetti di controllo 
contenenti solo cellule 

t)) pool di peptidi selezlonati di CFP-10: non § almeno 4 volte maggiore 
rispetto al numero di spot presenti net rispettlvi pozzetti di controllo 
contenenti DMSO alia stessa concentrazlone dl quella utilizzata per 
diluire i peptidi 

c) pool di peptidi selezlonati di ESAT-6: non e almeno 2 volte maggiore 
rispetto al numero dl spot presenti nei rispettlvi pozzetti di controllo 
contenenti DIVISO alia stessa concentrazlone di quella utilizzata per 
diluire i peptidi. 

d) insieme del pool del peptidi selezlonati di ESAT-6 e CFP-10: 6 almeno 
4 volte maggiore rispetto al numero dl spot presenti nei rispettlvi pozzetti 
di controllo contenenti DMSO alia stessa concentrazlone di quella 
utilizzata per diluire i peptidi 

Inoltre i valori ottenuti sono superiori al cut-off per tutti gli stimoli eccetto 

che per il pool di peptdi selezlonati di ESAT-6 e CFP-10. 

Al TO I pazienti sono armolati perch6 sospetti di malattia tubercolare in 
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fase aWva o perche contatti di pazienti con TB polmonare bacilllfera, ma 
alcuni di essi risultano negativl (TB latente e controlH) o non valutabili 
(anergici) al test. Di conseguenza. questi pazienti non verranno rivalutati 
dopo 3 mesi (T1.). 

1c) rnntrollo sano. vacci nato con il BCG 

La tabella 9 mostra la media dei valori dei dupllcati ottenuti contando gli 
spot con il letloris automatico: 





Stimolo e concentrazione d'uso 
(ng/mL) (i valori in parentesi sono 
relativi aile concentrazioni; 


SFCs**/3x10^ cellule 


1 


CTR* 


3 


2 


DMSO (8) 


5 


3 


DMSO (60) 


5 


4 


PHA(1) 


240 


5 


PPD(IO) 


155 


6 


ESAT-6 protelna (10) 


7 


7 


CFP-10 proteins (10) 


6 


8 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


6 


9 


Pool peptidi CFP-10 (8) 


5 


10 


Pool peptidi ESAT-6 e CFP-10 

(60) 


5 



* CTR: ten-eno di coltura complete 
**SFCs: Spot Fonning Cells 

II valore assoluto si ottlene sottraendo dal numero di spot delle cellule 
stimolate il numero di spot dei pozzetti di controllo. come mostrato nella 
tabella seguente (tabella 10). 
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Stimolo ® 


SFCs/3x1 


Controiio 


Or v/S/Oa I V 


N/alore 


concentrazione d'uso 






fua/mU (i valori in 


0° cellule 


rispettivo 


ceiiuie 




parentesi sono relativi 






aii6 concenir a^iui 11/ 










PHA 


240 


CTR 


3 


235 




155 


CTR 


3 


152 


ESAT-6 proteina (10) 


7 


CTR 


3 


4 


OFP-IO Droteina MO^ 


6 


CTR 


3 


3 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


6 


DMSO (60) 


5 


1 


Pool peptidi CFP-10(8) 


5 


DMSO (8) 


5 


0 


Pool peptidi ESAT-6 e 


5 


DMSO (60) 


5 


0 


CFP-10 (60) 











Per il test il campione e risultato mntrollo sano. vaccinato con il BCG 
perche e positive solo alia PHA e al PPD. ma negative sia alia proteine 
Che al pool dl peptidi di ESAT-6 e CFP-10. Infatti. la media del numero di 
spot nei pozzetti delle cellule stimolate con 

a) PHA, PPD. proteine ESAT-6 e CFP-10: § almeno 3 volte maggiore 
rispetto al numero dl spot presenti nei rispettivi pozzetti di controiio 
contenenti solo cellule 

b) pool di peptidi selezionati dl CFP-10: non e almeno 4 volte maggiore 
rispetto al numero di spot presenti nei rispettivi pozzetti di controiio 
contenenti DMSO alia stessa concentrazione dl quella utilizzata per 
diluire i peptidi 

c) pool dei peptidi selezionati di ESAT-6: non 6 almeno 2 volte maggiore 
rispetto al numero di spot presenti nei rispettivi pozzetti di controiio 
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Stimolo e concentrazione 
d'uso (ng/mL) (i valori In 
parentesi sono relativi alle 
concentrazioni) 


SFCs' 


1 


CTR* 


3 


2 


DMSO (8) 


5 


3 


DMSO (60) 


5 


4 


PHA (1) 


240 


5 


PPD (10) 


6 


6 


ESAT-6 protelna (10) 


5 


7 


CFP-10 proteina (10) 


6 


8 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


6 


9 


Pool peptidi CFP-10 (8) 


5 


10 


Pool peptidi ESAT-6 e CFP- 
10 (60) 


8 



contenenti DMSO alia stessa concentrazione dl quella utilizzata per 
diluire i peptidi 

d) insieme del pool dei peptidi selezionati di ESAT-6 e CFP-10: e almeno 
4 volte maggiore rispetto al numero dl spot present! nel rispettivi pozzetti 
di controllo contenenti DMSO alia stessa concentrazione di quella 
utilizzata per diluire i peptidi. 

Inoltre i valori ottenuti sono superiori al cut-off solo per PHA e per PPD. 
1H) mntmllo sano (non BCG vaccin ato. mai esDOSto a M. tuberculosis) 
La tabella 11 mostra la media del valori del duplieati ottenuti contando gli 
spot con il lettore automatico: 

Tabella 11 



CTR: terrene dl coltura complete 
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**SFCs: Spot Forming Cells 

II valore assoluto si ottiene sottraendo dal numero dl spot delle cellule 
stimolate il numero di spot del pozzetti di controllo. come mostrato nella 
tabella seguente (tabella 12) 



1 auciici 1^ 

Stimolo e concentrazione 
d'uso (ug/mL) (i valori in 
parentesi sono relativi alle 
concentrazioni; 


SFCs/3x10° 
cellule 


Controllo 
rispettivo 


SFCs/3x10° 
cellule 


Valore 
assoluto 


PHA (5) 


240 


CTR 


3 


235 


PPD(10) 


6 


CTR 


3 


3 


ESAT-6 proteina (IO) 


5 


CTR 


3 


2 


•CFP-10 protelna (10) 


6 


CTR 


3 


3 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


6 


DMSO (60) 


5 


1 


Pool peptidi CFP-10 (8) 


5 


DMSO (8 


5 


0 . 


Pool peptidi ESAT-6 e 


8 


DMSO (60) 


5 


3 


CFP-10 (60) 











Per il test il campione § risultato controllo sano. perche 6 positive solo 
alia PHA. ma negative al PPD. alia pnoteine e ai pool di peptidi di ESAT-6 
e CFP-10. InfattI, la media del numero di spot nei pozzetti deile cellule 
stimolate con 

a) PHA. PPD e proteine ESAT-6 e CFP-10: e almeno 3 volte maggiore 
rispetto al numero di spot presenti nei rispettivi pozzetti di controllo 
contenenti solo cellule 

b) pool dl peptidi selezionati di CFP-10: non e almeno 4 volte maggiore 
rispettp al numero di spot presenti nei rispettivi pozzetti di controllo 
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contenenti DMSO alia stessa concentrazlone di quella utilizzata per 
diluire i peptidi 

c) pool dl peptidi selezionati dl ESAT-6: non h almeno 4 volte maggiore 
rispetto al numero dl spot present! nei rispettivi pozzetti di controllo 
contenenti DMSO alia stessa concentrazione di quella utilizzata per 
diluire i peptidi. 

d) insieme dei pool dei peptidi selezionati di ESAT-6 e CFP-1 0: ^ almeno 
4 volte maggiore rispetto al numero dl spot presenti nei rispettivi pozzetti 

• di controllo contenenti DMSO alia stessa concentrazione dl quella 
utilizzata per diluire i peptidi 

Inoltre i valor! ottenuti sono superior! al cut-off solo per la PHA. 
1e) anergico 

La tabella 13 mostra la media dei valori del duplicat! ottenuti contando gli 



spot con il lettore automatico: 
Tabella 13 



o 





Stimolo e concentrazione 
d'uso (ng/mL) (i valori in 
parentesi sono relativi alle 
concentrazion!) 


SFCs**/3x10' cellule 


1 


CTR* 


5 


2 


DMSO (8) 


5 


3 


DMSO (60) 


5 


4 


PHA(1) 


11 


5 


PPD(IO) 


6 


6 


ESAT-6 proteina(IO) 


5 


7 


CFP-1 0 proteina (10) 


6 


8 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


6 
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9 PoolpeptidiCFP-IO (8) 5 

10 Pool peptidi ESAT-6 e CFP- 3 
10 (60) 



* CTR: terreno dl coltura completo 
**SFCs: Spot Forming Cells 

II valore assoluto si ottiene sottraendo da! numero di spot delle cellule 
stimolate il numero di spot del pozzetti di controllo. come mostrato nella 
tabella seguente (tabella 14): 
Tabella14 



Stimolo e concentrazlone SFCs/3x10^ Controllo 
d'uso ((.ig/mL) (i valor! in cellule rispettivo 
parentesi sono relativi alle 
concentrazloni) 



SFCs/3x10® Valore 



PHA(1) 11 
PPD(IO) 6 
ESAT-6 proteina (1 0) 5 
CFP-1 0 proteina (10) 6 
Pool peptidi ESAT-6 (50) 6 
Pool peptidi CFP-1 0 (Q) 5 
Pool peptidi ESAT-6 e 3 
CFP-1 0 (60V ^ 



CTR 
CTR 
CTR 
CTR 



cellule 

5 
5 
5 
5 



DMSO(60) 5 
DMSO (8) 5 
DMSO(60) 5 



assoluto 

6 
3 
2 
3 
1 
0 



Per il test il campione e risultato aneroico. perche e negative anche alia 
PHA Che 6 un mrtogeno. Infatti. la media del numero di spot nei pozzetti 
delle cellule stimolate con 

a) PHA, PPD e proteine ESAT-6 e CFP-1 0: non 6 almeno 3 volte 
maggiore rispetto al numero di spot present! nei rispettivi pozzetti di 
controllo contenenti solo cellule 
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b) pool dl peptldi selezlonati dl CFP-10: non 6 almeno 4 volte maggiore 
rispetto al numero dl spot presenti nel rlspettivi pozzetti dl controllo 
contenenti DMSO alia stessa concentrazlone dl quella utlllzzata per 
dilulre I peptldi 

c) poool di peptldi selezlonati dl ESAT-6: e minore dl 2 volte rispetto al 
numero di spot presenti nei rispettivi pozzetH di controllo contenenti 
DMSO alia stessa concentrazlone di quella utillzzata per dilulre I peptidi 

d) Insieme del pool del peptidi selezlonati di ESAT-6 e CFP-10: § almeno 
• 4 volte maggiore rispetto al numero di spot presenti nel rispettivi pozzetti 

di controllo contenenti DMSO alia stessa concentrazione di quella 
utilizzata per dilulre i peptidi. 

Inoltre 1 valori ottenuti sono tutti Inferiori al rispettivi cut-off. 
ESEMPIO 2: Procedura di esecuzione del test immunodiagnostico tramite 
citofluprimetria (vedi Figura 4) 

Uintera procedura di esecuzione del test richiede un kit per citofluorimetria 
per IFN-gamma composto da: piastra da 24 pozzetti; miscela dl anticorpi 
Q (Becton-Dickinson. OA); brefeldln-A (Sigma, StLouis. MO) e 10 tubi 
contenenti. ognuno. uno stimolo alia concentrazione pronta per Tuso. In 
particolare la metodica citofluorimetrica § suddlvlsa nelle segufenti fasi: 
I. isolamento delle cellule mononucleate (PBMC) da sangue venoso 

ii. stimolazlone Ag-Sp e incubazione 

iii. colorazlone in Immunofluorescenza 

iv. acquisizione ed analisi al citofluorimetro 
V. elaborazione delta risposta diagnostica. 

per la fase (I), le cellule mononucleate del sangue periferico (PBMC) sono 



41 



4843PTIT 



Notarbartolo & Gervasi SpA 



Isolate da un'aliquota dl sangue venoso (7ml) tramlte centrifugazione su 
gradiente di density (Ficoll-Hypaque, Pharmacia; Uppsala; Swedewn), 
utilizzando un metodo rapido basato suHMmplego di tubi con fiitro per la 
separazlone del leucociti (LeucoSep™. ARNIKA. Milano). Dopo due 
lavaggi con PBS (phosphate buffered saline) 1x. ii pellet viene risospeso 
in terrene complete (RPMI 1640 con HEPES 25 mM. 10% v/v FCS, 2 mM 
L-6lutammina. 10 U/mL peniclllina/streptomlcina) per ottenere una 
concentrazione cellulare di 1x10® cellule in 500 nL. 

Nella fase (ii). i PBMC sono aliquotati (500 DL/pozzetlo) in piastra da 24 
pozzetti insieme al mitogeno e aile preparazioni antigene-specifiche (Ag- 
Sp), secondo lo shema della tabella 15. Sono poi IncubatI a 37 "C per 
un'ora; successivamente si agglunge un potente inibitore della secrezione 
cellulare, come ad esempio Brefeldin-A, e si lascia In incubazione per 
tutta la notte. 

Nella fase (ill), viene esegujta la colorazione in immunofiuorescenza delle 
colture di controllo o stimolate con le preparazioni Ag-Sp secondo 
tecniche note (26). Per discriminare i linfociti T, le cellule sono colorate 
con anticorpi monoclonali antl-CD3 specifici per gli antigeni present! sulla 
superficie del linfociti T. Per le nostre esigenze. gli anticorpi 
preferibilmente utilizzati sono anti-CD3 quale configurazione minima, a cui 
sostituire o aggiungere anti-CD4 per identificare 1 linfociti T CD4+ coinvoiti 
nella risposta agll antigeni di MTB utilizzati in questa invenzione. Per 
detenninare la risposta alia stimolazione, vengono impiegati anticorpi 
specifici per IFN-gamma a livello intracellulare e valutare. cosi. la 
produzione di queste citochina in segulto alio stimolo antigenic©. 
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Per I'esecuzlone del test vengono utillzzati i seguenti anticorpi 
monoclonali specifici per antigeni umani: anti-IFN-gamma coniugato con 
fluoresceina (FITC); anti-CD3 coniugato con ficoeritrina (PE) ed un 
controllo isotipico (lgG1) coniugato con FITC. Gli anticorpi vengono 
utillzzati alia concentrazlone dl 0,25 (ig/mL. Ogni nuovo lotto dl anticorpi 
viene testate e gli anticorpi vengono aliquotati in tubi "eppendorf nolle 
diverse miscele (mix). In particolare, ciascun anticorpo viene testate e 
utillzzato in condlzloni dl saturazlone, per escludere differenze tra 
© campioni neila colorazione. I tubi vengono pol posti nel liofillzzatore 
(Speedvac) fino a completa evaporazione del liquido (20 min). Al 
monfento dell'uso clascuna mix viene ricostitulta mediante I'aggiunta di 
soluzlone sallna, e agglunta al tube contenente le cellule da analizzare. 
Per quanto riguarda la fase (iv), i campioni vengono acquisiti ed analizzati 
al cltofluorimetro con un settaggio strumentale costante, ottenuto 
mediant© un'attenta callbratura quotidiana dello strumento mediante biglie 
fluorescenti, utilizzando procedure comuni che sono alia portata di iin 
^ esperto del ramo. L'analisi citofluorimetria della presenza contemporanea 
del marcatori di differenzlamento del linfdciti T e dell'accumulo di IFN- 
gamma a livello intracitoplasmatico pennette cosi dl ottenere del risultati 
sia qualitativi che quantitativi. 

Infine, fase (v), la risposta del test 6 espressa sia a livello qualitative 
(presenza/assenza di linfociti T Ag-Sp) che quantitative (percentuale e 
frequenza per mmc dl sangue). I limit! di sensibility del citofluorlmetro 
permettono di rilevare differenze percentuali sine alio 0,02%. In ogni case. 
§ raccomandabile eseguire un'analisi per la definizione dell'lntervallo di 
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Stimolo e concentrazione 
^*ttr%^ /•in/ml ^ (\ x/fllnri in 

parentesi sono relativi alle 
concentrazloni) • 


Concentrazione 
soluzione madre 
(mg/mL) 


Quantita da 
aggiungere (i^L) 


1 


Lr 1 K 






2 




0.016 


500 


3 


jMSO (bU) 


0 12 


500 


4 


PHA (5) 


0 02 


500 


5 


PPD (10) 


0 02 


500 


6 


ESAT-6 proteina (10) 


0.02 


500 


7 


CFP-10 proteina (10) 


0.02 


500 


8 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 


0.1 


500 


9 


Pool peptidi CFP-10 (8) 


0.016 


500 


10 


Pool peptidi ESAT-6 e 
CFP-10 (60) 


0.12 


500 




CTR: terreno di coltura completo 



Elaborazione del risultati e formulazione di una risposta diagnostica 
Questa metodica. come la precedente. permette di identificare le varie 
tipologie di pazienti: paziente con TB attiva; paziente con infezione 
tubercolare recente (contatto); paziente con TB latente; controllo sano 
vacclnato con il BCG; controllo sano non vaccinate e non esposto a MTB; 
paziente anergico. Anche con questa metodica e possiblle monitorare 
Tefficacia della terapia anti-TB. 

Come esempio, In flgura .4. sono riportati due pannelll citofluorimetrici 
relativi ad un paziente con TB attiva ed a un controllo I cui PBIS/IC sono 
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stimolati con il pool del peptldl selezlonati dl ESAT-6 e CFP-10. al TO. I 
pannelli riportano in ordinata la presenza di IFN-gamma all'lntemo delle 
cellule ed in ascissa le cellule T CD4+ che sono coinvolte nella risposta 
agli antlgeni di MTB utillzzati in questa Invenzione. 

Come si nota nella figura. in caso di TB attiva o di Infezione tubercolare 
recente (contatto) sono presenti cellule CD4+ producenti IFN-gamma 
(quadrante superiore destro); al contrario, nel paziienti di controllo (senza 
TB attiva) queste cellule sono assenti. 

ESEMPiO 3: Procedura di esecuzlone del test Immunodiagnostico tramite 
ELISA su sangue intern (vedi Figura 5) 

La metodica ELISA su sangue intero utilizza il QuantiFERON-CMI (QF- 
CMI, prodotto da Cellestis Limited, Camegie. Victoria. Australia), 
opportunamente modificato. In particolare usiamo 0.5 ml di sangue invece 
che 1 ml e di conseguenza usiamo una piastra da 48 pozzetti invece che 
da 24. L'Intera procedura dl esecuzione del test richiede I'utilizzo di un kit 
contenente: QuantlFERON-CMI per IFN-gamma; piastra da 48 pozzetti e 
10 tubi contenenti, ognuno, uno stimolo alia concentrazione pronta per 
I'uso. In particolare la metodica ELISA su sangue intero 6 suddivisa nelle 
seguenti fasi: 

Fase 1 . Coltura di sangue intero 

1 . agitare bene le provette contenenti sangue intero eparinato 

2. allquotare il sangue (500Dl/pozzetto) In piastre sterili da 48 pozzetti 

3. aggiungere il mitogeno dl controllo e gli antigeni speclflcl secondo 
lo schema della Tabella 16 

4. agitare bene 
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o 



5, incubare la plastra a ST'^C per 24 ore 

6. raccogliere il plasma da ogni pozzetto 





Stimolo e concentrazione Concentrazione Quantlta da 
d'uso (^g/mL) (i valori in soluzione madre aggiungere (nL) 
parentesi sono relativi alle per 0.5 ml di 
concentrazioni) sangue (mg/mL) 


1 


CTR* 






2 


DMSO (8) 0.08 




50 


Q 
O 


DMSO (60) 0.6 




50 


4 


PHA(1) 0.05 




50 


5 


PPD(10) 0.1 




50 


6 


ESAT-6 proteina (10) 0.1 




50 


7 


CFP-1 0 proteina (1 0) 0.1 




50 


8 
9 


Pool peptidi ESAT-6 (50) 0.5 
Pool peptidi CFP-1 0 (8) 0.08 




50 
50 


10 


Pool peptidi ESAT-6 e 0.6 
CFP-1 0 (60) 




50 



CTR: terreno di coltura completo 

Fase2. ELISA per IFN-gamma 

1 . preparare il "coniugato" dlluendolo nel "green diluent" e dlspensarlo 
nella plastra per I'ELISA, gla pronta per I'uso 

2. aggiungere il plasma raccolto e lo "standard" nei relativi pozzetti 
contenenti il "green diluenf 

3. miscelare 
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coprire ed incubare la piastre per 2 ore a temperature ambiente 
lavare con il "wash buffer" 

preparare il "cromogeno" 100x diluendolo con "enzyme substrate 
buffer" e dispensarlo nella piastra 

coprire ed incubare la piastra per 30 minuti a temperature 

ambiente, al buio 

aggiungere la sqluzione di stop per bloccare la reazlone e 
loggers Immedlatamente la density ottica di ogrii pozzetto a 450/620 nm 
usando un lettore di micropiastre per ELISA. 
Elaborazione dei risultati e formulazione di una risposta diagnostica 
I valori di density ottIca della piastra vengono inseriti in un software fomito 
dalla ditta produttrlce. In questo modo si ottengono la curve standard e i 
valori di IFN-gamma, espressi in Unita Intemazionali (I.U.)/mL, relativi ad 
ogni pozzetto. 

Questa metodica, come le precedent! descritte sopra, pemnetle di 

identificare le varie tipologie di pazienti: pazlente con TB attiva; paziente 

con infezione tubercolare recente (contatto); paziente con TB latente; 

controllo sano vacclnato con il BCG; controllo sano non vaccinate e non 

esposto a MTB; paziente anergico. Anche con questa metodica e 

possibile monitorare I'efficacia della terapia antl-TB. 

Ad esemplo. un soggetto con la TB attiva risulta positive, non solo alle 

proteine, ma anche al pool di peptldl di ESAT-6 e CFP-10. 

II valore di IFN-gamma (I.U./mL) nei pozzetti delle cellule stimolate con 
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a) PHA. PPD. proteine ESAT-6 e CFP-10: § almeno 3 volte maggiore 
rispetto al valore dl IFN-gamma nei rispettivl pozzetti di controllo|>^ 

la*' * 
\ ' 

contenenti solo cellule \^ 

b) pool peptidi selezionati di CFP-10: 6 almeno 4 volte maggiore rispetto^^ 
al valore di IFN-gamma nei rispettivl pozzetti di controllo contenenti 
DMSO alia stessa concentrazione di quelle utilizzata per diluire i peptidi 

c) pool peptidi selezionati di ESAT-6: e almeno 2 volte maggiore rispetto 
al valore di IFN-gamma nei rispettivl pozzetti dl controllo contenenti 
DMSO alia stessa concentrazione dl quelle utilizzata per diluire i peptidi. 

d) insieme dei pool del peptidi selezionati di ESAT-6 e CFP-10: e almeno 
4 volte maggiore rispetto al numero di spot present! nei rispettivl pozzetti 
di controllo contenenti DMSO alia stessa concentrazione di quelle 
utilizzata per diluire i peptidi. 



O 
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Rivendicazioni 

1. Test immunologico in vitro per la diagnosi ed II monitoragglo 
deirinfezione tubercolare caratterizzato dal fatto che un'aliquota di 
sangue venoso intero o di PBMC viene posta in contatto con 
un'aliquota efficace di reagente contenente almeno un peptide CFP-10 
scelto nel gruppo di peptidi seguenti: SEQ ID NO 6, 8, 10. 12 e relative 
miscele. 

2. Test secondo la riv. 1 in cui il reagente contiene in agglunta almeno un 
peptide ESAT-6 sceito nel gruppo dl peptidi seguenti: SEQ ID NO 2, 4 
e relative miscele. 

3. Test immunologico in vitro per la diagnosi ed il monitoraggio 
dell'Infezione tubercolare comprendente gli stadi di: mettere in contatto 
un'aliquota di sangue venoso o di cellule mononucleate (PBMC) 
isolate da sangue venoso con ciascuno dei Reagenti seguenti: 

- Reagente 1 : CTR. teneno dl coltura complete 

- Reagente 2: CTR, tenreno di coltura contenente la concentrazione 
di dimetil sulfossido (DMSO) presente nel reagente 8 e 10 

- Reagente 3: CTR, ten-eno di coltura contenente la concentrazione 
di dimethil sulfossido (DMSO) presente nel reagente 9 

- Reagente 4: PHA. fitoemoagglutinina 

- Reagente 5: PPD, Purified Protein Derivative 

- Reagente 6: pnateina Intatta dl ESAT-6 

- Reagente 7: proteina intatta dl CFP-10 

- Reagente 8: almeno un peptide di ESAT-6 scelto nel gruppo di 
peptidi seguenti: SEQ ID NO 2, 4 e relative miscele, in DMSO 
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. Reagente 9: almeno un peptide di CFP-10 scelto nel gruppo di 
peptidi seguenti: SEQ ID NO 6, 8, 10. 12 e relative miscele. in DMSO 

Reagente 1 0: miscela di peptidi di ESAT-6 e CFP-1 0, identificati con 
SEQ ID NO 2. 4, 6. 8, 10, 12 in DMSO; 

incubare a circa 37X per ii tempo necessario ad ottenere un segnaie 
rivelabile. 

4. Test secondo la riv. 3 In cui 11 segnaie e ottenuto attraverso uno fra i 
saggi seguenti: ELiSPOT, citofluorimetria, ELISA. 

5. Test secondo le riv. 3 e 4 in cui. nel caso si utilizzi sangue intero da 
prelievo venose, questo viene posto in tubi da saggio contenehti 
eparina e 1 risultati vengono riveiati tramite ELISA. 

6. Test secondo le riv. 3 e 4 In cul. nel caso si ulitlzzino PBMC (cellule 
mononucleate del sangue periferico) queste vengono poste in tub! da 
saggio contenenti EDTA e 1 risultati vengono riveiati tramite ELISPOT 
o citofluorimetria. 

7. Test secondo la riv. 6 in cul le PBMC vengono ottenute per isolamento 
da sangue venoso tramite centrifugazione su gradiente di density 
utilizzando un metodo basato suil'impiego di tubi con filtro per la 
separazione di leucociti. 

8. Test secondo le riv. 6 e 7 in cui i'incubazione e condotta su PBMC da 
sangue intero per circa 38-40 ore con successiva detemiinazlone 
quantitativa ELISPOT della produzione di IFN-gamma di linfociti T 
Antigene-Secifici. 

9. Test secondo le riv. 6 e 7 in cui I'incubazione e condotta su PBMC da 
sangue intero per circa 14-16 ore con successiva determinazione 
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citofluorimetrica qualltativa (presenza/assenza di llnfociti T Antigene- 
Secifici) e quantitativa (percentuale e frequenza delle cellule specifiche 
per mm' di sangue) della produzione di IFN-gamma di linfociti T 
Antigene-Sectfici. 

10. Test second© la riv. 5 in cui I'incubazione e condotta con sangue intero 
per circa 24 ore con successiva detenninazione quantitativa ELISA 
della produzione di IFN-gamma di linfociti T Antigene-Secifici. 

11. Test second© le riv. 3-10 in cui i risultati dl detto test vengono valutati 
9 in temiini di valore assoluto di una risposta significativa rilevabile, che 

si ottiene sottraendo il valore rilevato mettendo in contatto 11 campione 
di sangue intero o PBMC con i singoli Reagenti 1-10 dal valore del 
oontroilo (campione in contatto con il Reagente 1 e/o 2 e/o 3), la 
valutazione della positivit^ del test essendo effettuata verificando la 
presenza di una risposta significativa come segue: 
i. paziente con TB attiva o paziente c»n infezione tubercolare recente 
(contatto): risposta positive dovuta al contatto del campione di PBMC o 
0 sangue intero con i singoli Reagenti 4-10 (risposta significativa ai 

Reagenti dal 4 al 10), considerandosi come risposta positive la 
seguente: per i Reagenti 4-7 risposta di almeno 3 volte maggiore 
rispetto a quella per il Reagente 1; per ii reagente 8 la risposta 
dovendo essere almeno 2 volte maggiore rispetto al Reagente 2; per il 
reagente 9 o 10 la risposta dovendo essere almeno 4 volte maggiore 
rispetto ai Reagente 3; 
il. paziente con TB latente: risposta positive dovuta al contatto del 
campione di PBMC o sangue Intero con i singoli Reagenti 4-7 
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(assenza di risposta signiflcativa ai peptidi dl ESAT-6 e CFP-10); 

11. controllo sano vacclnato con il BCG: risposta positiva dovuta al 
contatto del campione di PBMC o sangue intero con i singoli Reagent! 
4-5 (assenza di risposta signiflcativa sia alle proteine che ai peptidi di 
ESAT-6 e CFP-10); 

V. controllo sano non vaccinate e non esposto a MTB: risposta 
positiva dovuta al contatto del campione di PBMC o sangue intero solo 
per il Reagente 4 (assenza dl risposta signiflcativa al PPD, alle 
proteine ed al peptidi di ESAT-6 e CFP-1 0); 

V. paziente anergico: assenza di risposta positiva dopo contatto del 
campione dl PBMC o sangue Intero con i singoli Reagenti, compreso il 
reagente 4. 

12. Test secondo la riv. 11 in cui si effettua un monitoraggio deirefficacia 
di terapie anti-TB e della fase di replicazione del micobatterio dopo 
infezione recente come segue: al memento della diagnosi di 
tubercolosi attlva o di infezione recente il campione di PBMC o sangue 
intero risponde ai Reagenti 4-10 come descritto al punto (i). dopo 3 
mesi dl terapla efficace (scomparsa dl un Micobatterio replicante 
daH'organlsmo) I campion! dl PBMC o sangue intero. rispondono solo 
ai reagenti 4-7 (assenza di risposta signiflcativa ai peptidi di ESAT-6 e 
CFP-1 0), come descritto ai punto (ii). 

13. Kit diagnostico per la diagnosi ed il monitoraggio deil'lnfezlone 
tubercolare basato sulla presenza dl un reagente comprendente 
almeno un peptide CFP-10 scelto nel gmppo d! peptidi seguenti: SEQ 
ID NO 6, 8. 10, 12 e relative miscele. 
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14. Kit diagnostico per la diagnosi ed il momtoraggio deirinfezione 
tubercolare comprendente i Reagenti seguenti: 

- Reagente 1 : CTR, terreno di coltura completo 

- Reagente 2: CTR, terreno di coltura contenente la concentrazione 
di dimetll sulfossido (DMSO) presente nel reagente 8 e 10 

- Reagente 3: CTR, teaeno di coltura contenente la concentrazione 
di dimethil sulfossido (DMSO) presente nel reagente 9 

. Reagente 4: PHA, fitoemoagglutinina 

- Reagente 5: PPD, Purified Protein Derivative 

- Reagente 6: proteina intatta di ESAT-6 

- Reagente 7: proteina intatta di CFP-1 0 

- Reagente 8: almeno un -peptide di ESAT-6 scelto nel gmppo di 
peptidi seguenti: SEQ ID NO 2, 4 e relative miscele. in DMSO 

- Reagente 9: almeno un peptide di CFP-10 scelto nel gruppo di 
peptidi seguenti: SEQ ID NO 6, 8. 10, 12 e relative miscele. in DMSO 

- Reagente 10: miscela di peptidi di ESAT-6 e CFP-10, identiflcati con 
SEQ ID NO 2. 4. 6, 8, 10. 12 in DMSO; 

- Istruzioni per la conduzione del test. 

15. Kit diagnostico secondo la riv. 14 che pennette di discrimlnare fra: 
paziente con TB attiva; paziente con infezione tubercolare recente 
(contatto); paziente con TB latente; controllo sano vaccinate con il 
BCG; controllo sano non vaccinate e non esposto a MTB; paziente 
anergico. 

16. Kit secondo la riv. 14 impiegabile per la diagnosi di TB attiva. per la 
diagnosi di infezione recente nei contatti sani di un paziente con TB 
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polmonare bacillifera. per eseguire il monitoragglo delta risposta alia 
terapia nella tubercolosi (TB) polmonare ed extra-polmonare, per 
discriminare tra infezione latente e malattia tubercolare attiva; per la 
diagnosl di TB attiva polmonare ed extra-polmonare, per Tinfezione 
tubercolare recente (contatto), e per I'infezione tubercolare latente; per 
monitorare refficacia o meno di terapia anti-tubercolare. 

17.Sequenza peptidica SEQ ID NO 6 

18.Sequenza peptidica SEQ ID NO 8 

19.Sequenza peptidica SEQ ID NO 10 

20.Sequenza peptidica SEQ ID NO 12 

21 .Sequenza nucleotidica SEQ ID NO 5 

22.Sequenza nucleotidica SEQ ID NO 7 

23. Sequenza nucleotidica SEQ ID NO 9 

24. Sequenza nucleotidica SEQ ID NO 11 

25. Sequenza nucleotidica che codifica per uno dei peptidi scelto fra SEQ 

ID NO 6. 8, 10, 12, 
26.lmplego di un peptide scelto fra SEQ ID NO 6, 8, 10, 12 per la 
realizzazlone di un test immunologico in vitro per la diagnosi ed il 
monitoragglo deH'infezione tubercolare. 

Per Istituto Nazionale per le Malattie Infettive 
"Lazzaro Spallanzani" - I ROCS 
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SEQ ID NO 1 corrispondente al peptide 6-28 di ESAT-6 



TGGAATTTCGCGGGTATCGAGGCCGCGGCAAGCGCAATCCAGGGAA 

ATGTCACGTCCATTCATTCCCTC 

SEQ ID NO: 2 WNFAGIEAAASAIQGNVTSIHSL 

SEQ ID NO 3 corrispondente al peptide 66-79 dl ESAT-6 

AACGCGCTGCAGAACCTGGCGCGGACGATCAGCGAAGCC 

SEQ ID NO: 4 NALQNLARTISEA 

SEQ ID NO 5 conispondente al peptide 18-31 di CFP-10 

TTCGAGGGGATCTCCGGCGACCTGAAAACGCAGATCGAGCAG 

SEQ ID NO: 6 FERISGDLKTQIDQ 

SEQ ID NO 7 corrispondente al peptide 43-68 di GFP-10 

GGGCAGTGGCGCGGCGCGGCGGGGACGGCCGCCCAGGGCGCGGT 

GGTGCGCTTCCAAGAAGCAGCCAATAAGCAGAAGCAGGAA 

SEQ ID NO:8 GQWRGAAGTAAQAAVVRFQEAANKQKQE 

SEQ ID NO 9 corrispondente al peptide 53-68 di CFP-10 
GCCGGGGTGGTGCGCTTCCAAGAAGGAGCCAATAAGCAGAAGCAGG 

AA 

SEQ ID NO: 10 AAWRFQEAANKQKQE 

SEQ ID NO 11 conispondente al peptide 74-86 dl CFP-10 

CGAATATTCGTCAGGCCGGCGTCCAATACTCGAGGGCC 

SEQ ID NO: 12 TNIRQAGVQYSRA 
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